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Forkortelser 
ATP  Adenosine triphosphate 
DAM  DNA andenin methyltransferase 
DNA  Deoxyribonucleic acid 
DNA pol DNA polymerase 
dNTP  Deoxynukleotider trifosfat (dATP dTTP dGTP dCTP) 
dsDNA Double-strands DNA 
E-rør  Ephendorf-rør 
E. coli  Escherichia Coli 
hExo  human exonuclease  
hMLH  Human MutL Homologue 
hMutL  hMLH-hPMS 
hMutSα hMSH2- hMSH6 
hMutSβ hMSH2- hMSH3 
HNPCC Hereditary non-polyposis colorectal cancer 
hPMS  Human post-meiotic segregation  
IDLs  insertion/deletion loop’s 
KRC  kolorektal cancer 
L   Leusin 
L279V  på aminosyre nr. 279 ændres en leusin til en valin 
MMR  Mismatch repair 
MSI  microsatellite instability 
OD  optiske identitet 
Pol III  Polymerase III 
RNA  Ribonucleic acid 
RPA  Replication Protein A 
Ssb  Single strand binding protein 
ssDNA singel-strands DNA 
V  Valin 
YFP  Yellow flourescence protein  
  Side 5 
Abstract 
This report deals with mismatch repair’s importance for Hereditary Non-Polyposis Colorectal 
Cancer (HNPCC). We have been working with a mutation L279V which is found in a Danish 
HNPCC family at Hvidovre Hospital. Deoxyribonucleic acid (DNA) mismatch repair (MMR) is 
described and elaborated with focus on the consequences of a defect MMR. DNA replication and 
MMR is expounded. An experiment is described, in which a mutation L279V on hMSH2 is be-
ing transfected into human cells. From the experiment it is seen that the mutation reduces the 
ability of the protein hMSH2 to translocate into nucleus. The damage which the mutation inflicts 
on the protein was a partial defect. We assume from our observation that hMSH2 has an ability 
to complex bind to the other MMR proteins which are going to be translocated into nucleus. It is 
being noted that this mutation will cause reduced MMR which can be of significance for persons 
bearing this mutation. 
 
Abstrakt 
Denne rapport omhandler, Mismatch Repairs betydning for Hereditary Non-Polyposis Colorectal 
Cancer (HNPCC). Vi har arbejdet med en mutation L279V som er fundet i en dansk HNPCC 
familie på Hvidovre hospital.  Deoxyribonucleic acid (DNA) Mismatch repair (MMR) beskrives 
og uddybes med fokus på konsekvenserne ved et defekt MMR. DNA replikation og MMR gen-
nemgås. Der beskrives et forsøg, hvor en mutation, L279V på hMSH2, transfekteres ind i huma-
ne celler. Det ses ud fra forsøget, at mutation nedsætter proteinet hMSH2’s evne til at translokere 
ind i nukleus. Den skade som mutationen påførte proteinet var en partiel defekt. Vi antager ud fra 
vores observation, at hMSH2 har evne til at kompleksbinde med de andre MMR proteiner, der 
skal translokeres ind i nukleus. Det noteres, at denne mutation vil medføre nedsat MMR, hvilket 
kan have betydning for personer med denne mutation. 
 
Forord 
Vi vil meget gerne takke vores vejleder Sascha Emilie Liberti for stor faglig samt personlig støtte 
i forbindelse med vores rapportskrivning. Derudover vil vi meget gerne takke personalet i genla-
boratoriet for professionel støtte under vores eksperimenter.  
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Problemformulering 
Kan Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer (HNPCC) skyldes at det muterede protein 
hMSH2-L279V ikke kan translokere til nukleus i humane celler? 
 
Indledning 
Baggrunden for dette projekt, beror på et igangværende forskningsprojekt om HNPCC på Hvid-
ovre hospital og Roskilde Universitet. Den mutation vi arbejder med, L279V, er fundet i en 
dansk HNPCC familie. Det er derfor i samarbejde med Hvidovre hospital og Roskilde Universi-
tet, vi har udført vores projekt, hvor vores vejleder har stået for kontakten til Hvidovre hospital. 
Selve projektet omhandler en mutation i genet der koder for et protein i Mismatch repair (MMR) 
systemet. Vi undersøger hvilken indflydelse denne mutation har. Vi har udfærdiget projektet dels 
som et litteratur studie og dels gennem laboratoriearbejde. Vi har lavet et forsøg, hvor vi under-
søger om en mutant af hMSH2 kan translokere ind i nukleus på HeLa- samt NIH3T3-celler. He-
La celler, er kræftceller fra en kvinde, NIH3T3 celler er fra mus. Rapporten indeholder en teore-
tisk del, en beskrivelse at hvad vi har lavet i laboratoriet, samt bearbejdningen af de data vi har 
produceret.  Målgruppen for projektet er basisstuderende, med biologisk baggrund. 
Rapporten er opbygget således, at der først er en gennemgang af hvad Deoxyribonucleic acid 
(DNA) og DNA replikation er. 
Dernæst et afsnit om MMR med en beskrivelse af MMR både i prokarytoter og i eukarytoter, her 
vil der være en gennemgang af protein lokaliserings assay som er et funktionel assay. Derved 
afsluttes den litterære del med et afsnit om HNPCC, der inkluderer microsatellite instability 
(MSI), oncogener, tumorsupresser-gener samt hvordan HNPCC behandles.  
Derpå følger en gennemgang af vores laboratoriearbejde, samt en analyse af vores resultater. 
Dette indleder til diskussion, konklusion og perspektivering af resultaterne.   
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Figur 1: Feltet farves sort på den venstre halvdel, når individerne har fået kolorektal kræft. Hvori ko-
lon/rectum, de har fået kræft, er det specificeret under feltet, samt i hvilken alder de fik denne kræft.  
Den højre halvdel af feltet farves, når individerne har fået en anden slags kræft. 
Når man kun har fundet adenomas hos en patient, så farver man kun en fjerdedel i venstre side.  
Den mutation vi arbejder med stammer fra patient nr. 10, hvilket giver hende en mulighed for at få HNPCC. 
Denne familie opfylder amsterdam-kriterierne men har late-onset da de har fået kræft i en alder over 50. 
Dette stamtræ (se figur 1) stammer fra en dansk HNPCC familie der er registreret i det danske 
HNPCC register. Selv om at familien er blevet registreret, opfylder de ikke samtlige punkter in-
denfor Amsterdam-kriterierne, som ellers bruges til at diagnosticere en HNPCC patient. Ingen af 
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de personer der har fået kræft, fik det da de var under 50 år, men familien opfylder alle andre 
krav indenfor Amstadam-kriterierne, derfor er den blevet registreret som en late-onset HNPCC 
familie. 
 
Hypotese 
Det er fundet en mutation hos en person fra en HNPCC familie, mutationen sidder på genet der 
koder for hMSH2, som er en del af MMR-systemet. Hvis en person har et dårligt fungerende 
MMR-system, har personen en øget risiko for at udvikle kræft. 
Under normale omstændigheder interagerer hMSH2 med proteinerne hMSH6 og hMSH3 og 
danner henholdsvis hMutSα og hMutSβ, hvorefter man formoder at det interagerer med hE-
XO1 og translokeres ind i nukleus (se figur 2). Ovennævnte proteiner udgør en del af kroppens 
MMR-system. 
Ved at introducere mutationen L279V i vores plasmid pEYFP-C1, hvor genet for hMSH2 er klo-
Figur 2: Figuren viser, hvilke aminosyreregioner, der er aktive i kompleksbindingen af Mutά og MutSβ, samt 
binding til hEXO1. Mutation L279V, som vi arbejder med, sidder i regionen på hMSH2, der stabiliserer bin-
dingen til hEXO1. Se pil [Schmutte et. al. 2001]. 
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net ind i og ved brug af yellow flourescence protien (YFP) som markør, vil vi finde ud af om 
ændringen af aminosyren leusin (CTC) til valin (GTC) forandrer hMSH2’s evne til at translokere 
ind i nukleus. Grundlaget for denne hypotese er, at proteinet hEXO1 står for translokationen af 
MMR-proteiner til nukleus. Mutationen sidder i regionen der stabiliserer interaktionen mellem 
hEXO1 og hMSH2, hvorved mutationen bevirker, at proteinkomplekser indeholdende hMSH2 
ikke længere vil være i stand til, at translokere ind til nukleus. Da tre nukleotider koder for en 
aminosyre, vil en ændring af nukleotiderne medføre en ændring af aminosyren, hvilket vil kunne 
ændre proteinets funktion.  
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DNA 
DNA nukleotider er opbygget af 3 komponenter. En nitrogenholdig base, en pentose (deoxyribo-
se) og en fosfatgruppe, (se figur 3). Der er 4 forskellige baser: Adenin (A), Thymin (T), Guamin 
(G) eller Cytosin (C).  
 
Figur 3: Viser Thymin. Nukleotider er sammensatte molekyler der er opbygget af en pentose, en nitrogenhol-
dig base og en eller flere fosfatgrupper. 
 
Hos mennesker er fordelingen: A (30,3 %), T (30,3 %) G (19,5 %) og C (19,9 %). Forholdet 
mellem Adinin og Thymin er 1:1 og forholdet mellem Guanin og Cytosin er også 1:1, da disse 
danner specifikke basepar ved hjælp af hydrogenbindinger, (se figur 4). 
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Figur 4: Afbildning af, hvordan nukleotider danner basepar i et DNA-molekyle. 
 
DNA Replikation 
For at flercellede organismer kan vokse og formere sig kræver det, at de enkelte celler kan lave 
celledeling. Alle celler i en flercellet organisme har ens DNA, selvom de har vidt forskellige 
funktioner. For at alle celler i en flercellet organisme har ens DNA kræver det, at der ved hver 
celledeling bliver lavet to ens kopier af det oprindelige DNA. Det er denne proces der kaldes 
DNA replikation.  
DNA molekylet består af to strenge af nukleotider, der passer sammen i basepar som ses på figur 
3. For at replikationen kan starte, kræver det, at disse strenge adskilles til to single-strand DNA 
(ssDNA) molekyler. Disse er templates til dannelse af nye DNA strenge. På hver enkelt ssDNA 
vil der ved hjælp af forskellige proteiner blive dannet en komplementær streng. Således bliver 
der dannet to identiske double-strand DNA (dsDNA) molekyler. 
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DNA replikationsprocessen i Homo Sapiens 
Da DNA molekyler er meget lange sker replikationen på den måde, at de to templates kun ad-
skilles i dele af molekylet mens en ny streng syntetiseres. Dette forekommer da en lang ssDNA 
er for ustabil til at opretholde sin struktur [Waga og Stillman 1998]. 
Forskellige steder i DNA strengen findes der specifikke sekvenser af nukleotider, der koder for 
startpunkter til replikation af DNA’et, hvilket hedder origins of replication [Waga og Stillman 
1998].  På startsekvensen kobles der forskellige proteiner på for blandt andet at beskytte de to 
ssDNA samt starte replikationen [Waga og Stillman 1998]. 
Da DNA’et er snoet i en dobbelt-helix struktur, skal det snos ud, hvilket bliver gjort af enzymet 
Helikase [scaeffer et al. 1993]. Enzymet Helikase samarbejder med proteinet topoisomerase. Når 
helixen bliver snoet ud, sker der en kraftig spænding ved udsnoningensenden, det er her topoi-
somerasen har sin funktion (se figur 5).  
  
Figur 5: de to nye strenge bliver syntetiseret efterhånden som helikasen udsnor helixen. Ved udsnoning af 
helixen sker der en spænding i DNA’s backbone. Topoisomerasen fjerner denne spænding ved at klippe fosfat 
backbonen over (se figur 4), sno det rundt om sig selv, hvorefter den sætter fosfat backbonen sammen igen. 
 
Topoisomerasen flyttes hen ad DNA’et foran udsnoningsenden. Ved spændingspunktet bryder 
Topoisomerasen den ene streng og snor den rundt om den anden streng, hvorefter den sætter dem 
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sammen igen (Se figur 5). Ved at gøre dette, efterhånden som helixen bliver snoet ud, omgås den 
spænding der opstår i fosfatbackbonen og derved undgås det at DNA’et laver strengbrud. 
Efterhånden som DNA strengene skilles ad, syntetiseres en ny streng på hver af templaterne. 
Denne proces bliver drevet af enzymer kaldet DNA polymeraser (DNA Pol).  For at starte selve 
syntesen danner en RNA-primer basepar med templaten. Primeren syntetiseres ved, at et enkelt 
RNA-nukleotid danner basepar med en nukelotid fra templaten. Herefter kobler enzymet DNA 
Pol α/primase omkring 40 RNA nukleotider på, som kan danne basepar med templaten [Waga og 
Stillman 1998]. 
Fra RNA primeren og i 5’-3’retning bliver der koblet DNA nukleotider på som danner basepar 
med templaten. Processen foregår dog forskelligt afhængigt af om det er 5’-3’ templaten eller 3’-
5’ templaten der skal syntetiseres ud fra [Waga og Stillman 1998]. Da syntesen fra primeren altid 
foregår i 5’-3’ retningen, vil syntesen af den komplementære DNA-streng til 3’-5’ templaten 
foregå i en lang sammenhængende syntese, som kaldes leading strand syntese. Det er DNA pol ε 
der står for syntetiseringen her. For 5’-3’ templaten, kaldet lagging strand, foregår syntesen lidt 
mere komplekst. 
 
Figur 6: Figuren viser, hvordan leading strand bliver syntetiseret ud i et, og lagging strand bliver syntetiseret 
i mindre fragmenter, hvorefter DNA-ligasen sætter fragmenterne sammen. 
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Her må der med jævne mellemrum påsættes RNA primere, hvorfra DNA bliver syntetiseret af 
DNA pol δ i mindre dele, efterhånden som DNA’et åbner sig. Disse små dele, der bliver synteti-
seret på lagging strand, kaldes Okazaki fragmenter (Se figur 6). Nu aktiveres enzymer der ud-
skifter RNA-nukleotiderne i primerne og erstatter dem med DNA nukleotider. Derefter aktiveres 
et nyt enzym kaldet DNA-ligase, og binder den frie OH-gruppe fra pentosen til fosfat-gruppen på 
den nyindsatte DNA-nukleotid. Hvis replikationen ikke er vellykket, aktiveres forskellige repara-
tionsmekanismer, så som proofreading og MMR [Alberts et al. 2002]. 
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MMR  
Ved syntesen af nyt DNA under DNA-replikationen, kan der forekomme forskellige former for 
fejl. Nogle af disse repareres ved proofreading foretaget af DNA pol.  
Ved forekomster af fejl der ikke kan rettes af proofreading, er det MMR, der reparerer DNA’et. 
MMR er ligesom proofreading en DNA-reparationsmekanisme. Forskellen på disse to er dog, at 
MMR ikke kun kan reparere substitutionsfejl, men også insertion/deletion loops (IDLs) [Hsieh 
og Yamane 2008]. Der findes dog forskellige typer fejl, der kan forekomme under DNA replika-
tion. MMR og proofreading reparerer specifikke fejl, men der findes også andre DNA reparati-
onssystemer i cellerne. 
 
MMR i E. coli 
MMR i Escherichia Coli (E. coli) er en velkendt proces, som er brugt som undgangspunkt for at 
undersøge MMR i mennesker. Derfor er det en relevant proces at kende til. 
MMR i E. coli kan genkende 7 ud af 8 mulige baseparringsfejl samt reparere IDL’s. Den eneste 
baseparringsfejl der ikke kan repareres af MMR er cytosin-cytosin parring [Brown et. al. 2001].  
En af forskellene ved DNA i bakterier og i eukaryote-celler er, at bakterier har methyleret deres 
GATC-sites, hvorimod eukaryote celler har umethyleret GATC-sites. Når bakterier replikerer sit 
DNA, vil template-DNA’et være methyleret, hvorimod den nysyntentiserede streng ikke har 
methyleret sine GATC-sites, dette kaldes hemimethylerede GATC-sites. De nysyntetiseret 
GATC-sites vil først blive methyleret efter replikationen er fuldført og samtlige kontrolmeka-
nismer er gennemført [Kunkel og Erie 2005]. MMR i E. coli bruger disse hemimethylerede sites 
til at kende forskel på template og den nysyntentiseret streng ved at MutH binder sig til de he-
mimethylerede GATC-sites og gør at MMR-proteinerne differentierer mellem strengene [Kunkel 
og Erie 2005]. Homodimeren MutS binder sig til baseparringsfejlen og danner et kompleks med 
homodimeren MutL (se figur 7 punkt 3)[Kunkel og Erie 2005]. Kompleksbindingen mellem 
MutS og MutL aktiver endonukleasen MutH, som laver et nick i den nysyntetiseret streng [Li 
2008]. Herefter aktivers helikase II (se tabel 1), der snor strengen ud. Derefter bliver området 
med mutationen fjernet af exonukleaserne. Afhængigt af om mutationen bliver fjernet i 3’-5’ - 
eller 5’-3’- retningen er det exonukleaserne EXO1 eller EXOX (3’-5’) eller EXOVII eller RecJ 
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(5’-3’), der udfører dette (se tabel 1, samt figur 7, punkt 4) [Li 2008].  Efterfølgende stabiliserer 
single strand binding proteinet (ssb) (se figur 7, punkt 5) template-strengen,  
Figur 7:  viser en model over en replikation af 
DNA i prokariote celler, hvorpå der kommer en 
baseparringsfejl, hvorefter MMR-systemet 
fjerner baseparringsfejlen og gendanner 
DNA’et. For en beskrivelse af de enkelte 
proteiner se tabel 1 
1: her sker der en replikation, hvor der opstår en 
baseparringsfejl (rød trekant). 
 
2: MutS homodimer finder mutationen og binder 
sig til den, mens MutH binder sig til et 
hemimethyleret GATC-site. 
 
 
3: Derefter interagerer MutL med MutS og laver 
et ”Loop” i DNA’et og kontakter MutH som 
laver et ”nick” i den nysyntetiserede streng. 
 
 
4: Helikase II aktiveres og snor dna’et ud, 
hvorefter exonukleoaserne fjerner det DNA loop, 
der indeholder baseparringsfejl. 
 
5: Her går Ssb ind og stabiliserer den uparrede 
DNA template.  
 
6: Derefter resyntetiserer pol III DNA’et, 
hvorefter DNA-ligase sammenføjer nick’et og 
Dam methylerer GATC-sites på den 
nyreparerede streng [figuren er reproduceret fra 
Liberti 2008].  
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for at undgå strengbrud. Derpå bliver DNA-strengen resyntetiseret uden fejl af DNA pol III, og 
nick’et bliver sammenføjet af DNA-ligase (se figur 7, punkt 6). Til sidst methylerer DNA Ande-
nin methylteransferase (Dam) alle GATC-sites på den nysyntetiserede streng, og MMR-
processen er afsluttet [Hsieh og Yamane 2008]. 
 
MMR i eukaryote celler  
Som tidligere hentydet, er MMR i eukaryote celler ikke en veldokomenteret proces, men man 
antager at MMR i E. coli og i eukaryote celler grundlæggende fungerer ens, men der er alligevel 
visse forskelligheder.  
MMR i eukaryote celler kan også genkende og reparerer baseparringsfejl og IDL’s. En af for-
skellene består dog i, at det i E. coli er homodimeren MutS, der genkender baseparringsfejl og 
IDL’s, hvorimod det i eukaryote celler er heterodimeren MutSα/β. MutSα består af proteinerne 
hMSH2 og hMSH6, der genkender baseparingsfejl samt IDL’s på 1-2 baser. MutSβ består af 
hMSH2 og hMSH3, der genkender større IDL’s (på 2-8 baser). MutSα/β bliver dannet i cyto-
plasmaet og kompleksbinder med hEXO1 for at translokere til nukleus, hvor den har sin funktion 
[Hsieh og Yamane 2008]. 
Derudover består heterodimerene MutLα/β/γ af MLH1-PMS2, MLH1-PMS1, samt MLH1-
MLH3. MutLβ og MutLγ’s funktion er stadig ikke fuldt ud forstået. MutLα (se tabel 1) koordi-
nerer flere steps i MMR homologt til homodimeren MutL i E. coli. 
Hvordan MMR differentierer mellem template og den nysyntetiserede streng i eukaryote celler er 
endnu ikke fuldt ud forstået [Hsieh og Yamane 2008]. 
 
Fjernelse af baseparringsfejl 
I eukaryote celler har man indtil videre fundet ud af, at det er exonukleasen hEXO1, som fjerner 
baseparringsfejl fra DNA’et. Denne exonuklease virker kun i 5’-3’-retningen. Det er imidlertid 
essentielt, at en celle er i besiddelse af MMR, der kan fjerne baseparringsfejl i både 5’-3’- og 3’-
5’-retning. Det er derfor foreslået, at hEXO1også spiller en rolle i forbindelse med fjernelse af 
baseparringsfejl i 3’-5’-retningen [Grenschel og modrich 2003]. 
I det følgende afsnit vil der først blive gennemgået fjernelse af baseparringsfejl i 5’-3’-retningen, 
herefter i 3’-5’-retningen. 
  Side 18 
5’-3’ fjernelse af baseparringsfejl 
Et forsøg viser at der ved hjælp af et oprenset system indeholdende Replication Protein A 
(RPA), Adenosine triphosphate (ATP), MutSα samt en G-T baseparringsfejl placeret fra et 5’-
nick, er muligt at foretage exonukleasisk fjernelse af en baseparringsfejl i 5’-3’-retningen uden 
tilstedeværelsen af MutLα [Genschel og Modrich 2003]. 
Det blev vist at dannelsen af et MutSα‐hEXO1‐kompleks, var muligt udelukkende ved hjælp 
af et nick 5’ for baseparringsfejl, samt at dette kompleks var i stand til at foretage 5’‐3’‐
fjernelse af baseparringsfejl. Fjernelsen af baseparringsfejl skete dog kun i en del af DNA‐
molekylerne i forsøget ሾGenschel og Modrich 2003].  
Ved benyttelse af et tilsvarende system, tilsat RPA og MutLα, viste man, at fjernelsen af base-
parringsfejlen, samt nukleotider på begge sider af denne, kunne foretages i stort set alle syste-
mets DNA-molekyler.  
Forsøget viste, at RPA har en fremmende virkning på det antal molekyler hEXO1 kan reagere 
med samt, at RPA-binding til et voksende gap har en negativ effekt på affiniteten for hEXO1 til 
DNA i en sådan grad, at proteinet forlader det RPA-dækkede gap. Selvom RPA hæmmer hEXO1 
affinitet ved binding til voksende gap, vil hEXO1 dog, så længe der er en baseparringsfejl til 
stede, blive koblet tilbage på DNA’et af MutSα. 
 Dette tyder på, at binding af RPA til et voksende gap, efter hEXO1 - fjernelse af 
baseparringsfejl, forårsager frigivelse af MutSα, hEXO1 eller begge proteiner fra DNA’et 
[Genschel og Modrich 2003]. 
5’-3’ fjernelse af mismatch er altså kun afhængig af MutSα og hEXO1, men fungerer optimalt 
ved tilstedeværelsen af RPA og MutLα. 
Zhang et al. lavede i 2005 et andet oprenset system, beskrivende 5’-3’ fjernelse af baseparrings-
fejl. Dette blev dannet af MutSα/β, MutLα, RPA, hExo1, HMGB, PCNA, RFC, pol δ og ligase 
(se tabel 1). 
 I dette system fandt man ved hjælp af systematisk udelukkelse af hvert enkelt komponent, frem 
til et bud på en model beskrivende: hEXO1 ’s binding, aktivering, og inaktivering ved 5’-3’ fjer-
nelse af et mismatch. Dette blev opnået med et system sammensat af: RPA, HMGB1, hExo1, 
MutSα og MutLα [Zhang et al. 2005] (se figur 8). 
Ved benyttelse af forskellige funktionelle assays fandt man frem til, at tilstedeværelsen af indtil 
flere MutSα-MutLα-komplekser var nødvendige for effektiv fjernelse af en G-T baseparringsfejl. 
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Herudover fandt man frem til, at RPA i lave koncentrationer fremmede hEXO1 virkning, men at 
høje koncentrationer af RPA, kunne hæmme hEXO1. Herudover fandt man også ud af at 
HMGB1 sammen med RPA, var i stand til at fremme aktiviteten af hEXO1 [Zang et. al. 2005] 
 
Figur 8: Modeller til beskrivelse af 5’-3’fjernelse af baseparringsfejl. 
A) Efter opdagelse af fejl, binder MutSહ hEXO1 til strengspecifikt nick, hvorved 5’-3’ hEXO1-aktivitet fin-
der sted. I det voksende ssDNA gab efter hEXO1 bindes RPA, hvilket mindsker hEXO1’s affinitet for mole-
kylet, hEXO1 holdes fast på molekylet af MutSα, så længe mismatch er til stede. Efter fjernelse af basepar-
ringsfejl forlader hEXO1 molekylet, hvorpå MutSα og MutLα forhindrer yderligere hExo1-binding til det 
baseparings-frie molekyle. 
B) i denne model binder MutSα-MutLα-komplekser sig til baseparingsfejlen og bevæger herefter i hver sin 
retning til det møder et strengspecifikt nick, hvortil RPA er bundet. Ved møde med RPA-bundet nick reage-
rer MutSα-MutLα-komplekset ved at binde HMGB1. HMGB1vikler DNA’et op, hvorpå det binder hEXO1, 
der foretager 5’-3’ fjernelse af mismatch. RPA binder sig til det voksende gab efter hEXO1, hvilket frigiver 
MutSα og HMGB1 fra molekylet efter fjernelse af baseparingsfejlen. Frigivelsen af MutSα bevirker, at der 
dannes et MutL- hEXO1-kompleks, hvorved hEXO1 inaktiveres. [Genschel og Modrich 2003; Zhang et al. 
2005]. Se tabel 1 for funktion af diverse proteiner. [figuren er reproduceret fra Liberti 2008] 
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3’-5’ fjernelse af baseparingsfejl 
Ved hjælp af de tidligere omtalte resultater, med et velfungerende system til 5’-3’ fjernelse af 
baseparringsfejl, bestående af RPA, ATP, MutSα, hEXO1 samt MutLα, har man fundet ud af, at 
det er muligt at skabe et oprenset system, der kan foretage såvel 5’-3’ som 3’-5’ fjernelse af 
baseparringsfejl ved tilføjelse af PCNA og RFC. [Genschel og Modrich 2003] 
 
E. coli protein Funktion Homolog for eukaryote 
celler 
Funktion 
MutS Binder mismatches MSH2-MSH6 (MutSα) Reparerer enkelt base-base 
fejl samt 1-2 base IDL 
mismatches 
MSH2–MSH3 (MutSβ) Reparerer enkelt base 
IDL’s samt IDL≥2 bases. 
Delvis overflødig med 
MutSα 
MutL koordinerer flere steps i 
MMR 
MLH1–PMS2 
(yPMS1) (MutLα) 
koordinerer begivenheder 
fra mismatch bundet af 
MutS homologer til DNA-
reparationssyntese 
Endonuclease (PMS2) 
MLH1–MLH2 (hPMS1) 
(MutLβ) 
Funktion af menneskelige 
heterodimer ukendt 
Undertrykker nogle IDL 
mutageneser i gær 
MLH1–MLH3 (MutLγ) Undertrykker nogle IDL 
mutageneser 
Deltager i meiose 
MutH Nicks umethylerede strand 
af hemimethylerede 
GATC sites 
ingen  
Pol γ–δ Sætter β –clamp på DNA RFC komplekset påsætter PCNA, moduler 
Complex   excision polaritet 
β-Clamp Interagerer MutS og kan 
rekruttere det til paradoks-
problemer og / eller repli-
kation fork 
PCNA Interagerer MutS og MutL 
homologer 
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Enhances processivity of 
DNA pol III 
Rekrutterer MMR protei-
ner til paradoksproblemer 
Stigninger MM bindende 
specificitet  
Msh2-Msh6  
Deltager i excision og 
sandsynligvis i signaling  
Deltager i DNA-reparation 
syntese  
Deltager i DNA-re-syntese 
Helicase II Indlades DNA på Nick ved 
MutS og MutL 
ingen  
Udsnor DNA for at tillade 
excision af ssDNA. 
ExoI, ExoX Udfører 3'-5 'excision af 
ssDNA 
ExoI (Rth1) Excision af dsDNA 
RecJ Udfører 5'-3 'excision af 
ssDNA (også 3'-5' excision 
af ExoVII) 
3 'exo af polδ 
 
Excision af ssDNA 
ExoVII  3 'exo af polε Synergistiske mutatorer 
med Exo1 mutant 
DNA pol III Nøjagtig re-syntese af 
DNA 
DNA polδ Nøjagtig reparationssynte-
se 
SSB Deltager i excision og 
DNA syntese 
RPA Deltager i excision og i 
DNA-syntese 
DNA ligase Forsegler nicks efter af-
slutningen af DNA-syntese 
DNA ligase Forsegler nicks efter af-
slutningen af DNA-syntese 
 
Tabel 1: Oversigt og funktion af proteiner, der indgår i MMR i pro- og eukaryote celler. [reproduceret ud fra 
Hsieh; Yamane 2008] 
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HNPCC 
HNPCC er en form for kræft, der skyldes defekt MMR. MMR-defekten skyldes som oftest en 
mutation i gener kodende for proteiner, der indgår i reparationsmekanismen [Petlomäki, 2001]. 
Mutationen findes oftest i de gener der koder for de to proteiner hMLH1 og hMSH2, men kan 
også forekomme i dem, der koder for  hMSH6 og hPMS2 [Petlomäki, 2001; Hsieh og Yamane, 
2008].  
Den nedsatte funktion af MMR bevirker, at der i forbindelse med DNA-replikationen vil akku-
mulere fejl i arvematerialet. Denne akkumulation af fejl, kan medfører dannelse af svulster i 
tynd- eller tyktarmen [Hsieh og Yamane, 2008]. To grupper gener, der skal være muterede for at 
man udvikler kræft er proto-oncogener, som muterer til oncogener, samt Tumor-suppressor ge-
ner, der bliver sat ud af funktion af en mutation. 
 [Hussain et. al. 2009].   
 
Proto-oncogener er en gruppe af gener, som koder for de proteiner, der stimulerer normal celle-
vækst og celledeling. Det betyder at, hvis der forekommer en mutation i proto-oncogenerne, der 
gør dem særdeles aktive vil de blive omdannet til et oncogen, der vil lave abnorm celledelling, 
hvilket vil kunne medføre kræft [Hussain et. al. 2009].   
Tumor-suppressor gener udtrykker proteiner, der hæmmer hyperaktiv celledeling. Tumor-
suppressor gener fremmer syntesen af cellecyklus-hæmmende proteiner [Harris og Levine 2005]. 
Dette betyder at, hvis der forekommer flere mutationer i proto-oncogernerne samt i Tumor-
suppressor generne vil normale celler omdannes til kræftceller. 
 
HNPCC-patienter har, udover tyktarmskræft, også øget risiko for at udvikle andre former for 
kræft. Dette vil typisk udvikles inden individet fylder 50 år [Stulp et. al. 2008; Manchanda et. al. 
2009]. I årende 1991-2003 er 1132 familier blevet registreret i det danske HNPCC register. Man er 
beskrevet som kureret, hvis man har overlevet 5 år efter man er blevet behandlet for kræft. I 
1990 var heldbredsraten på 42 % for HNPCC patienter [HNPCC årsrapport 2003]. 
 
Patienter med HNPCC har ofte microsatelite instability (MSI). Microsateliter er områder i 
DNA’et, bestående af de samme en til seks inverse base-sekvenser, som går igen over 1000 gan-
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ge. Alle personer har disse gentagelser. Der er dog variationer i længde, samt variationer i for-
hold til, hvilke sekvenser, der gentages. MSI er forstyrrelser i microsatellitterne [Papadopoulos 
1999]. MMR-systemet reparerer ikke mutationer i microsateliter med samme effektivitet som i 
andet DNA. I et defekt eller nedsat MMR-system, vil der ofte opstå MSI ved replikation, derfor 
kan MSI benyttes som indikator for HNPCC, samt andre former for kræft . Dette sker ved, at der 
laves en sammenligning af microsatellitterne i DNA, fra en tumor-celle med DNA fra raskt væv 
hos patienten [Papadopoulos 1999]. 
En positiv test for MSI er ikke nødvendigvis ensbetydende med forekomsten af HNPCC. 
Personer, der er 1. gradsslægtninge med HNPCC-patienter kan have risiko for udvikling af syg-
dommen. Derfor har man bestemt nogle kriterier, der gør det muligt at diagnosticere en HNPCC 
patient – de såkaldte Amsterdam-
kriterier. 
Amsterdam-kriterierne tager ikke kun 
udgangspunkt i et enkelt individ, men 
også i individets families historie (se 
figur 9).  
For at opfylde Amsterdam-kriterierne, 
skal der være forekommet mindst tre 
tilfælde af tyktarmskræft, indenfor to 
generationer af en familie. Mindst en af 
de syge skal være 1. gradsslægtninge med 
to andre syge i familien. Herudover skal 
mindst et af tilfældene af kræft være di-
agnosticeret inden det syge individ er fyldt 50 år [Vasen et. al. 2007]. 
Senere ændringer af Amsterdam-kriterierne har tilføjet kræftformer, som kræft i livmoderslim-
hinden, tyndtarmskræft eller kræft i de øvre urinveje [Vasen et. al. 2007]. Derudover kan man 
være HNPCC-sandsynlig, hvis følgende er opfyldt: 
• 2 familiemedlemmer med verificeret kolorektal cancer (KRC) i en lille familie, én diag-
nosticeret før det fyldte 50. År 
• 2 familiemedlemmer med verificeret KRC og en med adenom  
Figur 9:Forekomsten af HNPCC i en familie. Personerne 
markeret med * har risiko for at udvikle kræft da familien er 
en HNPCC familie. 
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• 3 familiemedlemmer med verificeret KRC i en familie, én diagnosticeret før det fyldte 
50. år, ikke 1. gradsslægtninge [Bergnsten 2004] 
Man kan også have late-onset. Dette er den type HNPCC-familie vi har arbejdet med. Man er 
late-onset hvis man: 
• Opfylder Amsterdam-kriterierne, bortset fra at ingen har fået stillet diagnosen før det 
fyldte 50. År [Bergnsten 2004] 
Det sidste kriterie man kan opfylde er gråzonen, som er, at: 
• Ingen af overstående kriterier er opfyldt. Vurdering af stamtræet tyder uanset dette på ar-
veligt betinget KRC [Bergnsten 2004]. 
 
Behandling af HNPCC 
Da HNPCC er så livstruende en kræftform, skal der drastiske midler til for at kurere den. Det er 
ikke noget, der bare kan behandles med simpel medicinering. Hvis en bærer af et defekt gen for 
MMR, får konstateret tyktarmskræft, vil man typisk fjerne hele tyktarmen. Dette sker ved et ind-
greb kaldet kolektomi, hvorefter tyndtarmen sys sammen med endetarmen. På denne måde und-
gås eventuelt fremtidige svulster i tyktarmen [Berk og Macrae 2006]. Selvom der foretages ko-
lektomi, vil den opererede patienter stadigvæk have risiko for dannelse af svulster i tynd- og en-
detarmen. Derfor skal patienter, der har undergået kolektomi gå til kontrol. Gundlaget for at ope-
rere i stedet for kemoterapi ligger i at HNPCC-patiener er immune overfor kemoterapi, da 
MMR-systemet har en rolle i at sende celler i apoptose [Peltomäki 2001]. Kemoterapi får hurtigt 
delende celler til at gå i apoptose, dette ville ikke have nogen effekt med et defekt MMR. 
Funktionelle Assays 
For at finde ud af, hvor funktionsdygtig MMR er, kan man bruge funktionelle assays til at under-
søge, hvilken effekt mutationer må have på det muterede MMR protein [Ou et. al., 2007]. 
I vores forsøg tester vi, om hMSH2 er i stand til at trænge ind i nukleus, når vi har påført den en 
mutation. Dette undersøges ved, at lave et protein-lokaliserings-eksperiment. 
Dette er et meget relevant eksperiment da MMR-proteiner findes i cytoplasmaet og i nukleus. 
MMR-proteiner bliver dog produceret i cytoplasmaet, hvor de kompleks-binder med hinanden. 
MMR-proteinet hEXO1 binder sig til komplekset, for så at blive translokeret ind i nukleus. For 
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at MMR-systemet kan fungere, er det nødt til at komme ind til DNA’et i nukleus [Brieger et. al. 
2005]. 
Protein Lokaliserings Assay 
Det har vist sig, at reguleringen af MMR-proteinlokalisering afhænger af: 
1) De specifikke sekvenser i MMR-proteiner, der interagerer med de faktorer, der er kendt 
for at importere proteiner ind i nukleus. 
2) Samt den specifikke protein-protein interaktion i MMR-komplekserne. 
[Briger et. al. 2005; Ou et. al. 2007].  
For at finde ud af den subcellulære placering af de muterede MMR-proteiner, inkorporerer man 
en fluorescerende del til proteinet. Da vi fik vores plasmider, som producerer hMSH2-proteiner, 
var der en YFP-vektor, der udtrykte fluoriserende fusionsproteiner. På grund af dette kan man se 
proteinerne i et mikroskop under UV-belysning, og derved bestemme om proteinerne befinder 
sig i nukleus eller i cytoplasmaet [Ou et. al. 2007]. Dette er det funktionelle assay, vi benytter os 
af til undersøgelse af vores mutations translokationsevne. 
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Laboratorieteori 
Det ér bevist, at personer der lider af sygdommen HNPCC kan have en mutation i genet kodende 
for proteinet hMSH2. Dette protein interagerer normalt med proteinerne hMSH6 og hMSH3 og 
danner proteinkomplekserne MutSα og MutSβ, der begge spiller en betydelig rolle i forbindelse 
med MMR [Hsieh og Yamane 2008]. 
Vi har valgt at fokusere på en mutation i genet for hMSH2. Denne skyldes en substitutionsmuta-
tion, hvor cytosin erstattes med guanin. Dette resulterer i en aminosyreændring fra leusin til valin 
på position 279. Mutationen vil herefter blive refereret til som L279V. 
Vi undersøger en specifik mutation, der er klonet ind i en vektor kaldet pEYFP-C1 (se figur 10-
11). Denne mutation er fundet hos en HNPCC patient, og det formodes at mutationen kan være 
årsag til et dårligt MMR. 
 
Figur 10: Her ses en figur af plasmid pEYFP-C1, fra Clontech, hvor de forskellige sits er markeret: 
 PCMV IE er en Promoter der sørger for transkriptionen af plasmidet. 
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 EYFP-sekvensen er et menneske startcoder, der koder for flourescense proteinet som binder sig til hMSH2-
proteinet. 
 SV40-sekvenserne er orgin of replikation sites, herpå sidder der et multiple cloning site (MCS) hvilket gør at 
plasmidet bliver replikeret en masse gange i E. coli. På vores wildtype plasmid er der inkorporede den DNA 
sekvens der koder for hMSH2-protein i MCS. 
Kanr/Neor-sekvensen der er efter SV40 ori / P, koder for neomycin resistens i eukaryote celler, og for kana-
mycin resistens i E. coli. Denne funktion, udnytter vi til at kunne rendyrke bakterier der har optaget plasmi-
det. 
pUC ori-sekvensen er et orgin of replication for propagation i E. coli, sekvensen der fortæller bakterien at 
den skal lave flere plasmider. 
På ydersiden af billede af plasmidet, er markeret de forskelliger steder restriktions enzymer kan klippe i 
plasmidet samt området for MCS hvor man kan klone diverse DNA-sekvenser ind. 
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Figur 11: 
1) Vi startede vores forsøg med at kontakte Hvidovre hospital, for at få oplysninger om hvilken mutant vi 
skulle undersøge.   
2) Med de oplysninger fra Hvidovre hospital kontaktede vi Invitrogen for at bestille primere (en DNA base 
sekvens) med mutationen.   
3) I labartoriet brugte vi et plasmid fra CLONTECH hvor hMSH2 allerede var klonet ind i dens multi clo-
ning site. Vi tilsatte vores DNA–primere og kørte en mutagenese reaktion. Efter vi har kørt mutagenese reak-
tionen i 18 cyklusser, tilsatte vi et restriktionsenzym; dpnI, som nedbryder metyleret DNA for herved hoved-
sageligt at ende op med plasmider der bærer den ønskede mutation; pEYFP-C1-hMSH2-L279V.  
4) Efter vi havde lavet vores mutagenese reaktion, lavede vi kompetente celler af E. coli (TOP10). Herefter 
transformerede vi de kompetente E. coli celler med plasmidet pEYFP-C1-hMSH2-L279V. De transformerede 
E. coli celler fungerede som en plasmid-fabrik.   
5) Vi lyserede bakterierne efter at have opformeret dem. 
 6) hvorefter vi oprensede plasmid DNA, en del af pasmiderne sendte vi til en virksomhed i Århus for at få 
dem sekventeret.   
7,8) Vi anvendte herefter de plasmider, som ved sekventering viste sig at bære den ønskede mutation, til at 
transfektere ind i HELA celler ved hjælp af lipofectamin.  
9) Efter Transfektionen af cellerne, bliver et fusion protein udtrykt. Dette er en fusion af det fluoreserende 
protein YFP og mutanten hMSH2-L279V, og vi kunne ved brug af mikroskop se om fusion proteinet var i 
nukleus eller cytoplasmaet.  
 
Laboratoridel 
Til at introducere mutationen i hMSH2, bruges nedenstående primere 
Bestilling af primere: 
C AAG TTT TTA GAA GTC TTA TCA GAT GAT TCC  5’-3’  (Forward) 
GGA ATC ATC TGA TAA GAC TTC TAA AAA CTT G  5’-3’ (Reverse) 
primeren er et stykke DNA, der kan baseparre til vildtype plasmiden. Vores mutation er et C 
ændret til G. Denne mutation forårsager ændring af Leusin (CTC) til Valin (GTC). 
 
Opformering af en E. coli (Top10) bakterie stamme i LB-Medie samt oprensning af E. coli 
(TOP10), til kompetente celler. 
For at kunne lave en succesfuld kloning af E. coli (TOP10), skal der først være en bestemt 
mængde af E. coli (TOP10), de skal være rene for medie, samt være i en saltopløsning, hvor de 
er følsomme for plasmidoptagning. 
• E. coli (Top10) bliver udpodet i LB-medie, indkuberes til dagen efter ved 37 °C 
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• 2mL overnats bakteriekultur overføres til 48mL LB-medie – og inkuberes i 1,5 time, ved 
37 °C i et ryste bad. 
Kulturen centrifugeres ved 3500 rpm eller 332G og 4 °C i 5 minutter. 
 
 
 
 
 
 
• Supernatanten blev frahældt, og pellet blev resuspenderet i 16mL iskold 10mM MgSO4  
• cellesupentionen centrifugeres ved 3500 rpm ved 4 °C i 5 minutter. 
• Supernatanten blev frahældt, og pellet blev resuspenderet i 16mL iskold 50mM CaCl2 – 
det blev indkuberet i 55 min ved 0 °C 
• Supernatanten blev frahældt, og pellet blev resuspenderet i 16mL iskold 50mM CaCl2 – 
det blev indkuberet i 30 min ved 0 °C 
• Cellerne blev sat i køleskab. 
 
Mutant Strand syntesis Reaktion 
For at få mutationen indkoorporeret i DNA, skal primeren introduceres til et plasmid, som deref-
ter opformeres ved hjælp af en mutagenese reaktion, hvorefter det kan transfiksere ind i E. coli 
(Top10).  
I mutagenese reaktionen, varmes vildtype-plasmiderne op for at bryde hydrogenbindingerne, 
mellem baseparene, så primerne kan anneale til de komplimentære sites, hvorefter nye plasmider 
kan syntetiseres. PCR gentages 18 gange, for at få introduceret mutationen. Til slut tilsættes der 
et restriktions enzym, der nedbyder alt methyleret-DNA, hvilket betyder at slutproduktet er  de 
muterede plasmider, se figur 12. 
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Figur 12: En model over en mutagenese reaktion 
 
Der blandes 2. PCR rør (mutagenese 1 og mutagenese 2): 
o 5 µL 10x reaktion buffer 
o 5,55µL dsDNA templates 
o 2µL primer 1 (F) 0,01mM 
o 2µL primer 2 (R) 0,01mM 
o 4µL Deoxynukleotider trifosfat (dNTP)-mix 10 mM 
o 1 µL DNA-pol (1. glas: pfu ulta I2.5Units/50 µL.  2. Glas: pfu ultraII 
2,5Units/50µL) 
o 30,5µL Milli-q vand 
• Mutagenese reaktionen 
o 1 step: 95 °C i 2 min, 1 gang 
o 2 step: 95 °C i 30 sek., 55 °C i 30 sek. 72 °C i 9 min (1min. pr. kilo base + 1min). 
18 gange 
o 3 step: 72 °C i 10 min, 1 gang 
• Der tilsætters1µL DpnI restriktions enzym 
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• Plasmiderne sættes i fryser. 
 
Transformation af E. coli (Top10) 
Transformationen af E. coli (Top10) foregår ved, at de kompetente E. coli (Top10) celler, forsig-
tigt blander dem med DNA’et, mens det er på is, hvorefter man varme-chocker cellerne. Dette 
gøres for at få E. coli (Top10) bakterierne til at optage de plasmider, der er tilsat. 
 
• Rør 1. Indeholder: (negativ kontrol) 
o 200µL kompetente E. coli (Top10) celler 
o 10µL H20 
• Rør 2. Indeholder:  
o 200µL kompetente E. coli (Top10)  celler 
o 10µL mutagenese 1 
• Rør 3. Indeholder:  
o 200µL kompetente E. coli (Top10) celler 
o 20µL mutagenese 1 
• Rør 4. Indeholder:  
o 200µL kompetente E. coli (Top10) celler 
o 10µL mutagenese 2 
• Rør 5. Indeholder:  
o 200µL kompetente E. coli (Top10) celler 
o 20µL mutagenese 2 
• Rør 6. Indeholder: (positiv kontrol) 
o 200µL kompetente E. coli (Top10) celler 
o 1µL vildtype plasmid, som er den oprindelige vektor. 
 
• Rørene inkuberes i 30 min ved 0 °C 
• Rørene inkuberes i varmeblok, i 5 min ved 40 °C 
• Der tilsættes 1 mL LB-medie til hvert rør, de inkuberes i ½ time ved 37 °C.  
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Rendyrkning af kloner 
I plasmiderne er der en sekvens, som udtrykker et protein der giver E. coli (Top10) resistens mod 
kanamycin. Denne resistens kan udnyttes ved, at alle de E. coli (Top10), der ikke har optaget 
plasmidet vil dø, ved udpladning på LB-agar indeholdene kanamycin. De E. coli (Top10), der 
har optaget plasmidet vil overleve, og formere sig, hvorved man kan lave en rendyrkning af klo-
nen. 
 
• Plade1: LB-plade, deles i 5, og en ’streg’ fra rør 2-6 udpodes. (kontrol) 
• Fra rør 1 udplades (negativ kontrol): 
o Plade2: 100µL på LB-medie (Positiv kontrol om de kompetente E. coli (Top10) 
har overlevet.) 
o Plade 3: 100µL på kanamycin (negativ kontrol af de kompetente E. coli (Top10), 
der ikke har resistens mod kanamycin.) 
• Fra rør 2 udplades (klonet E. coli (Top10) med muteret plasmid): 
o Plade4: 100µL på kanamycin 
o Plade5: Rest fra rør 2 på kanamycin 
• Fra rør 3 udplades (klonet E. coli (Top10) med muteret plasmid): 
o Plade6: 100µL på kanamycin 
o Plade7: Rest fra rør 3 på kanamycin 
• Fra rør 4 udplades (klonet E. coli (Top10) med muteret plasmid): 
o Plade8: 100µL på kanamycin 
o Plade9: Rest fra rør 4 på kanamycin 
• Fra rør 5 udplades (klonet E. coli (Top10) med muteret plasmid): 
o Plade10:100µL på kanamycin 
o Plade11:Rest fra rør 5 på kanamycin 
• Fra rør 6 udplades (klonet E. coli (Top10) med wildtype plasmid): 
o Plade12: 100µL på kanamycin (positiv kontrol af det umuteret plasmid) 
o Plade13: Rest fra rør 6 på kanamycin 
 
• Pladerne inkuberes over-nat ved 37 °C i varmeskab. 
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Kontrol af resultater 
Forsøgt lykkes. Der var vækst på plade 1-2 og 4-13, og ingen vækst på plade 3 
 
Ny rendyrkning af klonede kolonier 
Dette foretages for at være helt sikker på, at bakterierne indeholder plasmidet, samt at sørge for 
at de ikke smider plasmidet ved konstant at påvirke dem med kanamycin, beholder de plasmidet. 
• Fra plade 4 og 5 udtages en koloni hver, og udplades på to nye kanamycin-LB-agar pla-
der 
• De inkuberes til dagen efter ved 37 °C 
 
Plasmidoprensning 
Kittet: NucleoSpin® Plasmid, anvendes til at oprense plasmiderne. 
• En koloni fra hver plade, overføres til 2 rør med 4 mL LB-medie, indeholdende kanamy-
cin. 
• De indkuberes i vandbad i 37 °C i over natten under rystning. 
• 1,5 mL E. coli (Top10) LB-medie kultur overføres til tre Ephendorf-rør (E-rør), de cen-
trifugeres i 30 sek. Ved 11000g ved 4 °C 
• Supernatanten hældes fra, og pellet (E. coli (Top10)) blev resuspenderet i 250µL buffer 
A1 
• Der tilsættes 250 µL buffer A2, E-røret bliver vendt forsigtigt 8 gange, hvorefter det in-
kuberes i 5 min. ved stuetemp. 
• 300 µL Buffer A3 tilsættes, E-røret bliver vendt 8 gange 
Nu er der foretaget lysis. Alt cellematriale, inklusiv plasmider, ligger nu opløst i bufferblandin-
gen. 
 
• Blandingen centrifugeres ved 11000 g  i 5 min, ved stuetemp.  
• En NucleoSpin plasmid Column sættes i en 2mL Collection Tube og supernantanten op-
hældes i plasmid columnen. 
• Det centrifugeres i 1 min ved 11000g, væsken i collection column kasseres, plasmiderne 
er nu tilbage i plasmid column. 
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• Der tilsættes 600μL A4, det centrifugeres i 1 min ved 11000 g , væsken i collection co-
lumn kasseres. 
• Plasmid column tørres ved at der centrifugeres i 2 min ved 11000g. 
• Plasmid column (indeholdende oprensede plasmider) sættes i en microcentrifuge rør 1,5 
mL der tilsættes 50μL AE buffer. Det inkuberes i 1 min ved rum temp.  
• Det centrifugeres i 1 min. Ved 11000g, plasmiderne er nu i microcentrifugerøret. 
• Der måles optisk densitet (OD) for at finde koncentrationen, af de oprensede plasmider 
o Fra rør 1-3 blev der udtaget 2 μl plasmid-oprensning, det fortyndes 1:50 
Målinger fra spektrofotometer (1 OD =50ng/ml) 
• Glas 1: OD (260nm): 0,346 0,346·50 ng/ml= 17,3 17,3·50=  865 ng/ml 
• Glas 2: OD (260nm): 0,306 0,306·50 ng/ml=15,3 15,3·50=  765 ng/ml 
• Glas 3: OD (260nm): 0,140 0,140·50 ng/ml=7 7·50=   350 ng/ml 
Plasmiderne bliver sendt til sekventering, på DNA-technology, på voldbjergvej 16 8240 risskov. 
 
Figur 13 viser en del af sekventeringen af plasmid med hMSH2-L279V. Det markerede område er illustrere 
primerens sekvens og ud fra det kan det konstateres, at det er lykkes at mutere vildtypen. 
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Fra resultaterne af sekventeringen, kan det ses at mutagenesen er lykkes (se figur 13), hvilket gør 
at vi kan forsætte med at undersøge om proteinet har en nedsat evne til at translokere til nukleus. 
  
Transfektion af Hela celler og NIH3T3 celler, ved brug af lipofectamin-system 
• En HeLa cellekultur og en NIH3T3 cellekultur, optøes fra flydene N2ca -170 °C 
• Cellerne udplades ved at:  
o vaske cellerne 2 gange med 5 mL PBS  
o frigørelse af celler fra flaske ved at tilsætte 1,0 mL trypsin  
o inkubere cellerne i 5 min ved 37°C og 5 %  CO2 
o derefter tilsættes der 300µL PS (Pen/Strep) frit medium (Glutamax 27ml + FBS 
serum 3mL) 
• Cellerne tælles  i et Bürker-Türk tællekammer   
o HeLa: vi talte et halvt kvadrat (8 firkanter) til 524 celler, hvilket giver:  
5,24*106 celler/mL (på grund af Bürker-Türk tællekammers rumfang) 
 hvilket betyder at vi har 3,1*107 celler i alt. 
o NIH3T3:  blev talt til 1,8*106 celler/mL hvilket betyder at vi havde ca. 1,08*107 
celler i alt. 
• Der placeres 2,5*105 celler i fire 35mm skåle og tilsat 2mL PS frit medium  
• Derefter blev de sat i et varmeskab ved 37°C og 5 %  CO2 over natten. 
 
Transfektionen (se figur 14) 
• 1,5µg DNA opløses i 200µL OPTIMEM medium 
o De fire plader indeholdte efterfølgende: 
Plade 1: mutanten (plasmid 1) 
Plade 2: kontrol af YFP-vektor 
Plade 3: hMSH2 vildtype 
Plade 4: kontrol af celler (ingen DNA) 
• Tilsæt en blanding af 5µL libofectamine og 195µL OPTIMEM efterfulgt af inkubering i 
fem minutter ved stuetemparatur. 
• Fjern medium 
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• Tilsæt 1,6mL PS frit medium  
• Tilsæt lipofectamin-blandingen til vores 1-4 HeLa og 1-4 NIH3T3. Bland dem ved at for-
sigtigt vippe skålene frem og tilbage. 
• Inkuber i 24 timer ved 37°C og 5 %  CO2 
 
Figur 14: her ses en figur over hvordan plasmid binder til lipofectamin, hvorefter det bliver transporteret ind 
i en celle, hvor plasmid-DNAet vil blive frigivet i cytoplasmaet [Priston et al. 2000-2009] 
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Resultater 
 
De oprensede plasmider blev sendt til sekventering, for at undersøge om mutationen var introdu-
ceret i plasmiderne. Dermed blev det bekræftet, at forsøget var vellykket indtil da, eftersom mu-
tation var introduceret i pladsmiderne. Se Figur 13 samt blliag 1. 
 
Billede 1 
Billede 1: Til højre på billedet ses to 
levende Hela celler. Til venstre ses to 
døde Hela celler. Der ses, at de højre er 
levende, da levende celler strækker sig 
efter hinanden samt der skal være plads 
til alle organellerne i cellen. Det ses, at 
cellerne til venstre er døde, da de er 
kollapsede. Det ses endvidere, at den 
nederste celle til venstre er helt deform 
da organellerne flyder ud af cellen.  
For at se om cellerne lever under gode 
forhold ses der på om cellerne har en 
høj eller lav konfluens. Dette gøres ved 
at estimere, den procentmæssige 
konfluens. 
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Billede 2 
1. Viser nukleus.  
2. Viser cytoplasmaet 
Billede 2: Her ses to celler, hvor vi har 
transformeret plasmidet ind, der 
udtrykker fusionsproteinet YFP- 
hMSH2, og belyst det med UV-lys. Det 
ses helt tydeligt, at proteinet er trængt 
ind i nukleus,  
1. Det stærkt oplyste område er 
nukleus.  
2. Det svagt oplyste område er 
cytoplasmaet. I de udstakte levende 
celler kan man ca. i midten finde 
nukleus, som er en lille rund kerne med 
enkelte sorte prikker. 
 
Billede 3                                                                             1:20 
Billede 3: Dette er vores kontrol af HeLa 
celler, hvor vi ikke har tilsat pladsmid. 
Det er vist både under UV- lys og 
normalt lys. Det ses på billedet, at vi 
havde en stor del overlevende celler I 
forsøget. Der var ca. 40 % konfluens i 
kontrollen, som er tæt på det optimale. 
Der kan også ses forskel på nukleus og 
cytoplasma. Som det ses af billedet er 
der ikke noget der fluorescerer under 
UV-lys. Dette skyldes, at vi ikke har 
tilsat plasmid. 
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Billede 4                                                                                1:20 
Billede 4: Dette billede viser vildtypen af 
YFP-hMSH2 i HeLa celler vist under 
både UV-lys, samt normalt lys. Vi har 
tilsat en farvemarkør YFP til proteinet. 
Det ses tydeligt, at proteinet er kommet 
ind i nukleus på næsten alle de celler, der 
har overlevet transfektionen. Her 
estimeres cellerne til at have en 
konfluentet på ca. 70 %, som er lidt for 
tæt. 
På dette billede ses det, at vores 
kontrolceller har evnen til at translokere 
hMSH2 til nukleus.  
 
Billede 5                                                                                 1:20 
Billede 5 viser samme billede som 
Billede 4, belyst med forskelligt lys. 
Billede 5 er blot belyst med UV- lys, 
Dette gør det lettere at se fusionproteinet. 
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Billede 6                                                                                1:20 
Billede 6: På dette billede ses HeLa 
celler, der har fået transfekeret plasmidet 
med mutanten L279V ind i cellen. Det 
ses under både normalt lys og UV-lys.  
Her ses, at YFP-hMSH2-L279V, er 
delvis trængt ind i nukleus, der befinder 
sig dog stadigvæk en del ude i 
cytoplasmaet.  
 
Billede 7                                                                                 1:20 
 Billede 7 viser det samme som billede 6, 
kun belyst under UV-lys.  
Det ses tydligt at der var mere YFP-
hMSH2- L279V ude i cytoplasmaet, end 
i HeLa cellerne med YFP-hMSH2 
pladsmiderne uden mutation. 
  Side 42 
Billede 8                                                                                1:20 
Billede 8 viser vores NIH3T3 kontrol 
gruppe. Cellernes konfuens estimeres til 
ca. 30 %. NIH3T3 cellernes optimale 
konfluens er på omkring 90 %, da 
NIH3T3 celler udskiller hormoner og 
andre stoffer til det medie de vokser i. Da 
cellerne ikke havde optimal konfluens, 
var der ikke særligt mange celler, der 
havde overlevet transfektionen. 
Billede 9                                                                             1:20 
Billede 9 viser NIH3T3 celler. De belyses 
under normalt og UV-lys. Her er 
transfekteret med plasmid kodene for 
YFP-hMSH2. Det ses af billedet, at YFP-
hMSH2 er trængt ind i nukleus. Her er 
proteinerne trængt 100 % ind i kernen, 
som de burde. 
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Billede 10                                                                              1:20 
Billede 10 viser NIH3T3 celler, hvor vi 
har transfekeret plasmidet med mutanten 
L279V ind i cellerne og belyst med  UV-
lys. Her ses det tydeligt, at størstedelen af 
YFP-hMSH2- L279V proteinerne er 
trængt ind i nukleus. Det ses dog også, at 
der er stadig er en del ude i cytoplasmaet. 
Dette underbygger igen vores hypotese 
om, at mutanten skulle forringe hMSH2’s 
evne til at trænge ind i nukleus. Det er 
dog meget svære at sige noget præcist ud 
fra vores NIH3T3 celler, da der er så få 
celler der er blevet transfekteret. 
Billede 11                                                                              1:20 
Billede 11 viser NIH3T3 celler med 
mutanten L279V. Det ses under både 
normalt lys og UV-lys. Det ses af dette 
billede, at der er meget få celler der er 
transfekteret. 
Det ses helt tydeligt at cytoplasmaet lyser 
op. Det er meget svært at identificere 
nukleus på dette billede. Dette skyltes at 
cytoplasmaet ligger hele vejen rundt om 
nukleus også oven og neden under. Hvis 
der er nok af YFP-hMSH2 proteinerne 
ude i cytoplasmaet, vil det lyse så meget 
op, så vi ikke kan se nukleus. Dette er 
endnu et incidium på at hMSH2’s evne til 
at translokere til nukleus. 
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Diskussion 
Fra transfekteringen af HeLa-celler med de muterede pladsmider, tog vi billeder gennem et mi-
kroskop under UV-lys, af de muterede plasmider samt af kontrollen af HeLa-cellerne, hvilket er 
dem vi kan forholde os til. Udfra eksperimentet antager vi, at der ikke er nogen udefrakommende 
faktorer, der har påvirket vores resultater, hvilket betyder, at det kun er den introducerede muta-
tion, som har påvirket hMSH2 til, at partielt translokere til nukleus.  
Ved aflæsning af resultaterne kan det konkluderes, at der er opnået en partiel translokation til 
nukleus af det muterede protein hMSH2-L279V, hvilket medfører en øget mængde muteret 
hMSH2 i HeLa-cellers cytoplasma kontra vildtypens. Dette ses ved brug af et fusionsprotein, 
YFP-hMSH2. Der bruges et protein lokaliserings assays, hvor man belyser fusionsproteinet i et 
mikroskop med UV-lys. Herved aktiveres det fluorescerende element i det muterede fusionspro-
tein YFP-hMSH2-L279V, hvilket muliggør, at vi kan afgøre, hvor proteinet hMSH2-L279V be-
finder sig i cellen. 
Med afsæt i vores resultater, formoder vi, at der vil foreligge en nedsat MMR-funktion, da der vil 
forekomme nedsat translokering af hMSH2-proteiner til nukleus, hvor de bør udøve deres funk-
tion.  
 
Det formodes, at en person, der har denne mutation, vil have øget risiko for at udvikle HNPCC 
eller andre former for kræft. Det skyldes at et svagt MMR-system vil forårsage en akkumulering 
af mutationer for hver gang kroppen laver celledeling, hvor tarm-regionen er et af de steder i 
kroppen hvor der sker den hyppiste celledeling. 
 
Da mutationen sidder i området, der koder for stabiliseringen af den fysiske interaktion mellem 
hEXO1 og hMSH2, formoder vi, at de ikke vil kompleksbinde nær så godt med hinanden og, at 
det vil være årsagen til den nedsatte translokering af hMSH2-proteiner til nukleus, da det formo-
des at hEXO1 er det protein der translokerer hMSH2 ind i nukleus. 
 
En anden mulighed for en nedsat translokering af hMSH2 til nukleus, kan være, at mutationen 
gør det muligt for hMSH2 at binde sig til andre proteiner i cytoplasma og derved forhindrer 
translokation til nukleus. 
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Med baggrund i litteraturen (se figur 15)tror vi, at hMSH2 og hEXO1 ikke kompleksbinder nær 
så godt med hinanden, da mutationen sidder i den region på proteinerne, der koder for stabilise-
ringen mellem hMSH2 og hEXO1. 
 
Figur 15 viser, at hMSH2 i intevallet 261-600 (farvet med orange) stabiliserer dens binding med hEXO1 og i 
intervallet 600 til 672 (farvet med rød) binder med hEXO1. 
Da vores muntant ligger i det interval, der er med til at stabilisere hMSH2 binding til hEXO1, konkluder vi, 
at hMSH2 har nedsat evne til at kompleksbinde til hEXO1, og der ved en nedsat evne til at trænge ind i nu-
kleus. [udsnit af figur 2] 
 
En teori for de hMSH2-proteiner, der trænger ind i nukleus er, at de er i stand til at binde sig til 
hinanden eller andre proteiner og derved bliver sat ud af funktion. 
 
 
Selve den mutation vi introducerede i plasmiderne, var et skift i aminosyren leusin til valin. For-
skellen på disse er en CH2 – gruppe, se figur 16. De er begge non-polære, og har lignende kemi-
ske engenskaber, hvilket vi tror er årsag til at der kun forekommer nedsat MMR fremfor et totalt 
ufunktionelt MMR.  
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Figur 16: Her vises valin og leusin. Forskellen er markeret med rødt. 
  
En anden ting, der kunne have betydning er placeringen af mutationen. Den mutation vi arbejder 
med sidder på aminosyre 279 i det område, hvor hMSH2 og hEXO1 interagerer. Spørgsmålet er, 
om der ville ske det samme, hvis mutationen sad et andet sted inden for samme interaktionsom-
råde? 
Vi ville forvente, at når en mutation sidder i hMSH2-hEXO1’s interaktionsområde, vil kom-
pleksbindningen mellem hMSH2 og hEXO1 være ustabil, hvilke vil resultere i en nedsat translo-
kering af MMR-proteiner til nukelus.  
 
 
Konklusion 
I visse HNPCC-patienter er mutationen L279V fundet i deres hMSH2-proteiner. Vi har under-
søgt og påvist ud fra vores forsøg, at mutationen L279V i hMSH2 forårsager en nedsat evne til at 
translokere til nukleus i humane celler. Dette vil medføre et forringet MMR-system, da der ikke 
vil være en optimal tilførsel af MMR-proteiner til nukleus. 
 
Perspektivering 
Da vi ikke kan sige ud fra vores forsøg, hvor meget hMSH2’s evne til at translokere til nukleus 
forringes, kan vi ikke give en eksakt værdi for, hvor meget MMR bliver forringet. Forener man 
et nedsat MMR med mange udefrakommende DNA-skader, såsom usund levestil, forurenet mil-
jø, med videre, så stiger sansynligheden for, at man udvikler kræft. 
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Selve rapporten kan bruges som et led i forståelsen af sygdommen HNPCC, samt større forståel-
se af MMR. Det at forstå baggrunden for en sygdom, er første skridt til at kurere den. Vi opfor-
drer derfor til, at der forskes videre inden for dette felt, da det kan have stor betydning, både i 
diagnogstisering, forbyggelse samt bekæmpelse af HNPCC. Derudover kan vi stærkt opfordre til 
videre forskning i hMSH2’s evne til at kompleksbinde med andre MMR-proteiner. Endvidere 
kunne det være interessant at undersøge, hvor stor betydning et nedsat MMR har for udviklingen 
af HNPCC, samt hvor stor betydning det har at mutationen sidder på aminosyre nr. 279, og hvil-
ken forskel det ville gøre, hvis mutationen sad udenfor hMSH2-EXO1’s interaktionsområde. 
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Ordliste 
DNA-ligase er en gruppe af enzymer, der sammenføjer mindre DNA molekyler til større enhe-
der. 
DNA Polymerase er en gruppe af enzymer, der hjælper med at danne DNA ud fra templaten 
ved at tilføje deoxyribonukleintrifosfater. Hos eukaryoter er det DNA polymerase α, og i bakteri-
er er det DNA polymerase III. 
Helikase er et ensym, der vikler DNA spiralen ud ved repluplikation fork’en. Dette spreder de 2 
stam-DNA strenge, og gør dem til templates. 
Hetrodimer er et protein, der er opbygget af to forskellige underenheder  
Homodimer er et protein, der er opbygget af to identiske underenheder, 
Homolog er ting, der ligner hindanden med hensyn til struktur og oprindelse  
Lagging strand er dannelsen af DNA ved hjælp af DNA polymerase i små bider 3’-5’ retningen. 
Leading strand er dannelsen af DNA ved hjælp af DNA polymerase ud i et i 5’-3’ retningen. 
Lysis er cellesprængning 
Pentose er et sukkerstof, en del af DNA 
Primer: er en startsekvens lavet af et lille stykke RNA der sætter sig på templaten, hvorfra det 
nye DNA dannes. Til slut erstattes primeren af det nye DNA. 
Repluplikation fork(RF) er en y-formet region, hvor det gamle DNA bliver skilt ad. 
Derefter binder single-strand binding proteins sig til templatene og stabiliser dem.  
Template er en skabelon, hvorfra der kan dannes en struktur. Det anvendes f.eks. ved DNA 
replikation, hvor det gamle DNA fungerer som skabelon for det nye DNA. 
Topoisomerase hjælper med at fjerne spændingen i DNA kæden foran RF ved at ”knække” 
strengen og vikle den ud. 
Excision repair er en reparationsmekanisme hvor en fejl i DNA-molekylet repareres ved at en 
nukleotidsekvens indeholdende fejlen udskæres.  
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Billag : 
Billag 1, Sekventeringen: 
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Billeder: 
Billag 2, HeLa hMSH2: 
 
 
Billag 3, HeLa kontrol: 
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Billag 4, HeLa L279V: 
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Billag 5, NIH3T3 hMSH2: 
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Billag 6, NIH3T3 kontrol: 
 
Billag 7, NIH3T3-L279V: 
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